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表皮生长因子受体在绵羊卵巢中的表达

马　红

(黑龙江农业科学院畜牧研究所 ,哈尔滨 150086)

摘要:收集成年绵羊卵巢标本 ,采用免疫组织化学的方法检测 EGFR 蛋白在绵羊卵巢组织中的表达情况。研究

结果表明 ,在绵羊卵巢中 EGFR蛋白的表达具有时空特异性 ,它集中分布在发育各阶段的卵泡颗粒细胞中 ,并随

卵泡的发育程度表现出表达量的差异。本研究说明 EGFR与其配体 EGF 结合具有刺激颗粒细胞增殖分化 、促

进卵丘扩展和刺激卵母细胞成熟的功能。
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Abstract:Adult sheep ova rian specimens w ere co llected and EGFR protein expression in sheep ovarian o rganiza-

tions w as de tected by the Immunochistochemistry detection methods.In sheep ovarian expression of EGFR pro tein

specificity o f time and space , it mainly in the developmenta l stage G ranulo sa cell , and w ith the development of fol-

licle demonstra ted expr ession o f differences.The study found EGFR and EGF could stimula te distribution follicle

ce ll div ide and stimulate oocyte matura tion.
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　　表皮生长因子受体(epidermal g row th factor

receptor , EGFR)是一种存在于细胞表面的多功能

跨膜蛋白分子。其结构分为三个区域:膜外与配体
识别并结合区域;位于细胞膜中间的跨膜区以及具

有酪氨酸激酶活性的细胞质内区域。 EGFR的配

体———表皮生长因子(epidermal grow th factor ,

EGF)是一种多肽类生长因子 , 该因子在人和动物

各种组织器官生长发育过程中是一种重要的调节因

子。EGF 通过旁分泌 、自分泌机制 ,与细胞膜上的

EGFR结合 , 使 EGFR本身的激酶发生自身磷酸

化 ,使细胞内三磷酸肌醇和二酰基甘油增多 ,作为第

二信使引起细胞内游离 Ca
2+
增多 ,激活蛋白激酶

C ,使细胞增殖 、迁移和分化等发生改变[ 1] 。在刺激

上皮细胞生长 ,参与卵子 、精子在输卵管的成熟及受

精卵的早期发育等过程中发挥作用 。

目前有研究资料表明 ,卵巢中 EGFR 通过与

EGF 的结合 ,可调节卵巢的多种功能活动 ,如促进

卵泡发育 、卵母细胞成熟 、其他细胞增殖 、分化和类
固醇的产生等[ 2] 。但未见关于 EGFR 蛋白在卵巢

中各个部分的具体的定位和表达对比研究 ,另外 ,在

卵母细胞发育的不同时期 EGFR蛋白表达量的变

化情况也未见具体报道 。本研究旨在通过系统研究

EGFR蛋白在卵巢中的分布情况 ,及其表达量与卵
母细胞程度的关系来系统阐述表皮生长因子对绵羊

生殖的作用 ,为促进绵羊繁殖育种和体细胞克隆相

关研究提供理论支持。

1　材料与方法
1.1　卵巢的收集　

从屠宰场收集刚屠宰的新鲜绵羊卵巢 ,其年龄 、

遗传背景 、妊娠与否不详。采集的卵巢置于 20 ～

38 ℃加有 100 IU·mL
-1
青霉素 、100 μg·mL

-1
链霉

素的生理盐水的保温瓶中 , 2 h 内运至实验室。随

后用含青 、链霉素的等温生理盐水冲洗卵巢 2 ～ 3次

至无血水 ,备用。

1.2 　免疫组织化学

保持采集卵巢的正常形态 ,Bouin S固定液迅速固

定 ,50%、75%、80%、95%、100%梯度酒精脱水 ,二甲苯

透明后石蜡包埋切片 ,切片厚度为 7 μm ,备用。
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切片经二甲苯和100%、95%、80%、75%、50%梯

度乙醇脱蜡至水;含 10%马血清封闭 ,37℃孵育 1 h;

用第一抗体(兔抗人 EGFR ,1 ∶100)4℃孵育 16 h ;1
×PBS洗 3次;加入 1∶200生物素标记的山羊抗兔

IgG抗体 ,25℃孵育 30 min;1 ×PBS 洗 3次;加入碱

性磷酸酶标记的链亲合素三抗 1∶200 , 25℃孵育 30

min;1×PBS 洗 3次;用美国 Vecto r Laborato ry 公司

提供的 Vector Red碱性磷酸酶底物试剂盒 25℃显色

20 min ,阳性结合部位显红色;苏木精对染 2 min;中

性树脂封片;显微镜下观察及拍照。另外 ,用兔 IgG

代替兔抗人 EGFR抗体作为阴性对照。

1.3　结果判定

根据切片中绵羊卵巢组织中免疫组化着色强

弱 ,分为以下几级:阴性 、弱阳性 、中等强度 、强阳性

和特别强 。

2　结果与分析
2.1 　EGFR蛋白对卵母细胞的成熟具有重要的

作用

卵母细胞在体外可自发地完成第一极体的排出 ,

但这些体外成熟的卵子缺少使雄性染色体形成雄原核

的能力
[ 3]

。EGF可以加快卵母细胞进入 MII期 ,使卵

母细胞成熟过程中蛋白质合成增加 ,这些说明 EGF可

能直接通过与 EGFR结合作用于卵母细胞。

试验显示 , EGFR蛋白在卵巢皮质的免疫染色

集中出现在各级卵泡周围 ,而在其他区域如结缔组
织和黄体中 ,未观察到阳性免疫染色位点 。EGFR

蛋白在成熟卵泡周围 ,距离卵母细胞越近的颗粒细

胞中的表达量越大。实验结果间接说明了 , EGF 对

促进绵羊卵母细胞的成熟具有重要的作用。

2.2 　EGFR与其配体(EGF)结合具有促进颗粒细

胞增殖与分化的功能

已有研究表明 ,EGFR与其配体(EGF)结合 ,激活

ras-MAPK途径刺激细胞的增殖与分化 ,加速卵丘细

胞之间缝隙连接的消失 ,并能够有效克服细胞的凋

亡[ 4] 。在本试验中 ,EGFR蛋白在各级卵泡周围颗粒细

胞中的免疫染色强度 ,随卵泡发育而迅速增强。而卵

泡从初级卵母细胞到成熟卵泡的发育过程中 ,首先伴

随的是周围颗粒细胞的增殖与分化。

本试验结果表明 , EGFR蛋白在各级卵泡周围

颗粒细胞的免疫染色强度随卵泡的不断成熟而迅速

增强 ,在原始卵泡周围只有很弱的阳性反应 ,当卵泡

发育到初级卵泡后 ,免疫反应强度迅速增强 ,当达到

成熟卵泡阶段后 , EGFR蛋白免疫染色强度达到最

大。这说明 ,在绵羊卵巢中各级卵泡周围 , EGFR蛋

白的大量出现 ,是与颗粒细胞的增殖 、分化卵泡腔的

形成相适应的 , EGFR与其配体(EGF)结合具有促

进颗粒细胞增殖与分化 ,刺激卵丘扩展 ,加快卵母细

胞成熟过程的功能。

2.3　EGFR与其配体(EGF)结合具有促进产生雌

性激素的功能

雌性动物的卵巢具有产生雌性生殖激素的功

能 ,在生长发育的卵泡颗粒细胞和内膜细胞上 ,EG-

FR等与细胞增殖有关因子的受体 ,它们通过与相

关配体的结合可产生芳香化酶 ,还可将内膜产生并

弥散转运至颗粒细胞的雄激素(主要为雄烯二酮)转

变为雌激素[ 5] 。

在试验中 ,EGFR蛋白表达特异性位点 ,主要存

在于次级和成熟卵泡的卵泡内膜颗粒细胞以及卵丘

颗粒细胞上 ,卵丘颗粒细胞的 EGFR的染色强度大

于卵泡内膜上的颗粒细胞 ,而卵泡内膜的 EGFR的

染色强度大于卵泡外膜的染色强度。透明带无免疫

染色;在各级卵母细胞的胞质中有隐约可见的染色

阳性反应。卵巢髓质 、卵泡膜和颗粒细胞 EGFR的

大量表达也说明 ,在成年雌性绵羊卵巢可以促进产

生大量的雌性激素 ,对于绵羊生殖功能有重要的调

节作用 。

3　结论
结果表明 ,在绵羊卵巢中 EGFR蛋白的表达具有

时空特异性 ,它集中分布在发育各阶段的卵泡颗粒细

胞中 ,并随卵泡的发育程度表现出表达量的差异。证

明 EGFR与其配体 EGF结合具有刺激颗粒细胞增殖

分化和促进卵母细胞成熟的功能 ,另外也可以促进产

生大量的雌性激素调节绵羊的生殖功能。
通过对 EGFR的研究将深入了解 EGFR对卵

泡发育的调节机理 ,从而可以人为调节卵泡发育 ,对

提高卵母细胞体外成熟率 ,推进绵羊体外受精和克

隆的研究提供理论基础。同时 ,对控制绵羊超数排

卵 ,治疗卵巢疾病具有实践和应用前景。
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